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COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES STABILISEES ET LEURS 
PROCEDES DE PREPARATION 



La presente invention concerne des compositions pharmaceutiques 
stabilisees et leurs precedes de preparation. 

La presente invention concerne plus particulierement la stabilisation 
d'agents prophylactiques, ou therapeutiques ou de diagnostic constitues ou 
contenant des macromolecules ou des complexes macromoleculaires. 

L' importance sociale et commerciale des macromolecules biologiques 
augmente. 

La plupart des agents therapeutiques ou protecteurs agissent dans le milieu 
aqueux des espaces inter- ou intracellulaires, ou les surfaces muqueuses. 

Certains agissent dans le milieu hydrophobique constituant les phases 
membranaires, lipidiques ou dans 1'environnement des acides amines 
hydrophobes. 

Au cours de ces derniferes ann6es, les biotechnologies ont eu des 
influences considerables dans les industries du secteur de la sante. Les nouveaux 
procedes pour la fabrication et 1'isolement de matfiriaux macromoleculaires sont 
capables de realiser, en quantites commercialese des produits naturels ou issus 
du genie genetique, dotes de specificites precedemment irrealisables. (Virus, 
ADN, ARN, ribozymes, agents anti-sens, etc..) 

Les anciens composes therapeutiques de poids moleculaires relativement 
faibles (aspirine, paracetamol, catecholamines, penicilline) ont 6t6 caracterises 
par une certaine facilite de formulation dans les comprimes, les emulsions, 
suspensions ou solutions. 

Certaines macromolecules - telles que les acides nucleiques, et leurs 
complexes avec les proteines (et leurs cofacteurs), les glucides complexes, les 
lipides - et leurs complexes, deviennent d'un interet de plus en plus important en 
tant que vaccins, ou therapeutiques ou de diagnostic. 

Dans les milieux aqueux, toutes les macromolecules et les complexes 
macromoleculaires indiques ci-dessus ont une tendance a la degradation, ce qui 
limite leur utilite d' agent therapeutique, vaccinant ou de diagnostic. 

Pour beaucoup d'agents, la degradation n'est pas un probleme serieux (par 
exemple, en suivant les indications du fabricant, on evite les problemes associes 
6ventuellement avec l'utilisation d'un vaccin perime). Neanmoins, meme dans le 
meilleur des cas, Taugmentation de la durde de vie de l'ordre de 50% a 100% (a 
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la temperature de 20 °C) d'un produit therapeutique, sera la bienvenue (par 
exemple: le vaccin contre la poliomy elite). 

Pour d'autres agents, le stockage sous forme de poudre lyophilisee est tout 
a fait satisfaisant, la degradation commengant simplement au moment de 
V incorporation dans un milieu aqueux. 

Pour plusieurs autres agents, les problemes de stockage sous forme seche 
ne peuvent pas etre resolus. Pour certains, stables sous forme seche, la 
degradation en milieu aqueux est tellement rapide que la stabilite presente un 
probleme, meme dans la courte periode entre 1' incorporation en milieu aqueux 
et l'utilisation. 

II y a plusieurs facteurs causant la degradation : les procedes de 
fabrication, les enzymes de degradation (les enzymes proteolytiques, les 
nucleases, les lipases, les enzymes glycolytiques), les agents d'oxydation ou de 
reduction (comme l'oxygene, ou les produits chimiques organiques ou 
inorganiques), la contamination microbienne. 

Les liaisons chimiques faibles sont importantes pour les macromolecules 
biologiques. 

La denaturation thermale ne peut pas etre evitee, en raison des nombreuses 
liaisons chimiques faibles qui caracterisent les macromolecules biologiques. 
Neanmoins, cela peut-etre limite, par exemple, en gardant les temperatures 
relativement basses (refrigeration ou congelation). Parfois, de faibles 
augmentations de temp6rature peuvent produire des changements spectaculaires 
dans Tactivit6 des agents biologiques. De tels changements impliquent la rupture 
d'une organisation moleculaire qui dependent des effets cooperatifs non-associes 
avec la denaturation specifique d'une proteine ou d'un acide nucleique 
spdcifique. 

Afm de rem6dier au phenomene de dgstabilisation, on peut utiliser des 
adjuvants tel que MgC^, (pour le vaccin contre la poliomyelite) le polyethylene 
glycol, etc; cependant ceux-ci peuvent presenter T inconvenient de ne pas 
toujours (en fonction des concentrations) etre physiologiquement appropri6s. 

Pour chaque temperature ambiante, il y a un spectre d'energie disponible 
pour les changements de structure dans une macromolecule ou dans un 
complexe macromoleculaire (REF: Watson, James et al. pages 126 a 162, 
Molecular Biology of the Gene, 4th Edition (1987) Publishers Benjamin 
Cummings, ISBN 0-8053-9612-8). Dans le pire des cas, ces changements 
peuvent etre associes a la rupture ou a la crdation de liaisons chimiques 
covalentes. Les energies moins importantes seront peut-etre suffisantes pour la 
creation ou la rupture des liaisons chimiques secondares (les liaisons 
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hydrogene, les interactions hydrophobes, les interactions de Van-der-Waals) qui 
jouent un role important dans les processus biologiques et les activites des 
macromolecules biologiques. L'importance des liaisons discutees ci-dessous, est 
la plus prononcee entre les temperatures de 0°C et 45 °C, correspondant a la 
gamme des temp6ratures associees aux processus vivants dans les organismes 
superieurs. 

Ces interactions faibles sont toutes favorisees par une complementarite de 
structure physique. Par exemple, une hormone et son site d'attachement sont 
lies par plusieurs liaisons faibles. La complementarite de structure augmente le 
nombre des interactions du type Van-der-Waals, hydrophobes ou hydrogene, et 
ainsi evite 1'effet disruptif de l'energie ambiante. 

L'eau elle-meme joue un role important dans la stabilisation des 
macromolecules en milieu aqueux. 

Les liaisons hydrogene entre les molecules d'eau ordonnent la structure. 
La structure peut-etre mise en evidence avec les techniques de diffraction des 
rayons-X ou des neutrons. 

A la peripherie des macromolecules, des molecules d'eau forment une 
sorte de couche, d'une profondeur de plusieurs molecules d'eau. Comme une 
cage, cette couche, renforcee par les liaisons hydrogene - entre des molecules 
d'eau et entre des molecules d'eau et les macromolecules - a pour effet de 
preserver Tintegrite du contenu. 

La structure electronique de l'eau permet le libre ^change des protons 
(noyaux des atomes d'hydrogfcne) entre les 616ments du treillis d'eau et avec les 
sites favorables sur les macromolecules en milieu aqueux. 

Dans les macromolecules, les molecules d'eau servent souvent de role de 
composant structural, creant des ponts rigides entre les residus proteiques, des 
* bases nucleiques, des glucides ou des composants polaires des lipides. Les 

etudes cristallographiques montrent clairement 1' inclusion des molecules d'eau 
dans plusieurs cristaux macromoleculaires. L'effet cumulatif cooperatif de ces 
ponts moleculaires dans les structures comme les virus picorna est tres sensible 
aux augmentations de temperature. 

L'eau lourde (ou l'oxyde de deuterium, D2O ou 2 H20) a et6 decouverte 
par Urey en 1932. Cette decouverte a precipite un int^ret imm^diat, surtout 
concernant les eventuelles repercussions sur la chimie de la vie. Pendant des 
annees 1932-1939, plus de 200 publications ont montre les effets de l'eau lourde 
sur les organismes vivants et leurs physiologie et biochimie. Dans tous les cas, 
D2O a ete utilisee pour remplacer (entre 5% et 100%) H2O dans les milieux 
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aqueux, mais les resultats obtenus n'ont pas permis de considerer l'eau lourde 
comme un agent stabilisateur. 

Pendant les annees 1970-80, l'eau lourde est devenu un outil important, 
dans le domaine des etudes biophysiques, tel que la RMN (resistance 
magnetique nucleaire) ou la diffusion des neutrons monochromatiques. 

Pour la RMN, le noyau de deuterium possede 1'atout de ne pas avoir de 
spin nucleaire. En milieu H2O, dans un champs magnetique, les signaux de 
frequence radio emis pars les noyaux excites ne peuvent pas etre detectes, parce 
que tous les hydrogenes de 1'eau creent un bruit de fond enorme. Dans le milieu 
D2O, l'eau ne contribue pas a un bruit de fond, et la technique de resonance 
magnetique des protons est devenue tres puissante- surtout pour les molecules 
qui contiennent des protons (*H) et qui sont solubilisees par D2O. 

Les proprietes nucleaires des noyaux H et D sont bien differentes. Pour un 
faisceau de neutrons, le deuterium est relativement transparent, tandis que l'eau 
ordinaire est relativement opaque (Stuhrman H. (1974) J. Appl. Cryst. 7, 173- 
187). Les di verses techniques permettent la differentiation des informations 
structurelles venant des differentes macromolecules. La cristallographie des 
neutrons est devenu un outil puissant. 

Ceci etant, bien qu'il soit connu que l'eau lourde apporte une 
augmentation d'energie des liaisons hydrogene par un facteur de 0,24 kilocalorie 
par mole, rien ne permettait de pr6voir l'influence de l'eau lourde sur la 
stabilisation de molecules solubilisees par l'eau, car interviennent des 
phenomenes autres que la nature de la liaison entre le solvant et la molecule, ces 
phenomenes tels que l'effet cage, etant a ce jour mal connus. Les effets 
cooperatifs eau/ADN/proteines a l'interieur des virus restent egalement a ce jour 
mal connus. Les confirmations peuvent eventuellement etre donnees par les 
etudes cristallographiques (neutrons et rayons X). 

L'un des buts de 1' invention est de proposer des compositions 
pharmaceutiques stabilisees, physiologiquement compatibles. 

L'un des buts de Tinvention est de fournir un ensemble de compositions 
pharmaceutiques stabilisees, dans lesquelles les doses d' agents pharmaceutiques 
peuvent etre reduites par rapport aux memes compositions therapeutiques non 
stabilisees. 

L'un des autres aspects de 1' invention est de proposer un precede de 
preparation simple d'un ensemble de compositions pharmaceutiques, notamment 
therapeutiques,vaccinantes ou de diagnostic, stabilisees. 

Ces differents aspects sont obtenus par les compositions de 1' invention. 
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A cet egard, la composition pharmaceutique stabilisee de V invention, 
comprenant une ou plusieurs macromolecule(s) choisie(s) parmi les acides 
nucleiques, les lipides ou les glucides et/ou un ou plusieurs complexe(s) 
macromoleculaire(s), est caracterisee en ce quelle comporte un ou plusieurs 
vehicule(s) pharmaceutiquement acceptable(s), Tun au moins de ces vehicules 
contenant de l'eau lourde (D2O). 

On a trouve que la substitution de la totalite ou d'une partie des noyaux 
d'hydrogene par des noyaux de deuterium, dans les molecules d'eau qui servent 
de solvant a une molecule ou a un complexe macromoleculaire qui constitue la 
substance active d'une composition pharmaceutique , permettait de stabiliser 
ladite composition pharmaceutique. 

Dans la nature, l'hydrogene est compose de 0,0156% de deuterium. Celui- 
ci peut-etre purifie par la distillation ou l'61ectrolyse de 1'eau, pour obtenir de 
l'eau lourde pure, qui peut-etre alors electrolysee pour obtenir du deuterium 
pur. 

L'invention concerne l'utilisation de D2O, ou des melanges de D2O et de 
H2O, comme agents de stabilisation des macromolecules choisies parmi les 
acides nucleiques, les lipides ou des glucides ou des complexes 
macromoleculaires en phase aqueuse (solutions, suspensions ou Emulsions). 

Dans le contexte de cette invention, ce sont les proprietes de 1'oxyde de 
deut6rium, ou eau lourde, qui sont particulterement interessantes. Les noyaux H 
ou D qui s'dchangent librement entre les molecules d'eau et entre les nombreux 
sites des macromolecules biologiques dissoutes, suspendues ou emulsifiees. D et 
H sont librement 6changeables entre les sites d'hydrogene labiles, par exemple 
tous les hydrogenes dans la masse d'eau, ou beaucoup d'hydrogenes dans les 
macromolecules biologiques. D'autres hydrogenes, parfois caches dans le milieu 
hydrophobe, sont moins accessibles, mais a Tissue d'une periode variable, 
peuvent eux aussi etre echangSs. 

Dans H2O, D2O ou des melanges des deux, les proprietes physiques des 
solutions montrent une graduation lineaire des proprietes physiques (telles que la 
densite ou le point d'ebullition ou les valeurs molaires pour Tenergie des 
liaisons hydrogenes). 

Les macromolecules et complexes macromoleculaires vises dans 
Tinvention sont tels qu'ils ont un poids moleculaire d'au moins 1500 Da, et 
avantageusement sup6rieur a 5000 Da. 

Pour fixer les idees, la stabilisation des macromolecules est telle que pour 
une temperature donnde, par exemple aux environs de 40°C, on peut observer 
une augmentation de stabilite des macromol6cules ou complexes 
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macromoleculaires, consents dans une solution contenant D2O, par rapport a 

ces memes macromolecules ou complexes macromoleculaires conserves dans 

une solution contenant H2O. 

Par exemple, pour les virus de la poliomyelite (voir resultats), cette 

stabilisation se traduit par une augmentation du nombre de particules virales 

actives d'un facteur d'environ 10 3 a environ 10 4 . 

Comme indique ci-dessus, les macromolecules visees dans r invention sont 

des acides nucleiques, des glucides ou des lipides. 

Quant aux complexes macromoleculaires, ils sont avantageusement choisis 
parmi les complexes proteines-glucides, proteines-lipides, acides nucleiques- 
glucides, acides nucleiques-lipides, acides nucleiques-proteines, eventuellement 
complexes avec des glucides et/ou des lipides, et parmi les virus. 

A titre d'exemples de macromolecules biologiques et de complexes 
macromoleculaires, susceptibles d'entrer dans les compositions de l f invention 
figurent: 

1) les acides nucleiques: 

1'ADN, pour les applications in vivo (par exemple: therapie genique) et in 
vitro (par exemple: applications diagnostiques); 

TARN, des ribozymes pour les applications in vivo (modifications des 
acides nucleiques ou des complexes acides nuclfiiques/proteines); 

TADN et TARN, font partie des genomes des virus utilises comme 
vecteurs dans la therapie ou la vaccinologie; 

des complexes d'ADN/ARN naturels ou artificiels; 

les acides nucleiques utilises peuvent etre ceux existant sous des formes 
naturelles ou artificielles (creees par le g6nie genetique); 

2) les glucides: 

ces macromolecules n'ont pas encore trouv6 d* applications comme 
thfrapeutiques ind^pendantes, mais dans leurs complexes avec les proteines, 
elles sont reconnues comme facteur majeur dans la modification des activites de 
ces proteines; les differentes formes glucidiques peuvent invoquer des activites 
physiologiques significatives (comme c'est le cas pour la tPA, ou les differentes 
"glycoformes" ont des activites bien diffcrentes); 

3) les lipides: 

les macromolecules lipidiques jouent des roles importants dans les 
membranes cellulaires, mais hormis les molecules relativement petites comme 
les prostaglandines et les vitamines de groupe A, ces agents n'ont pas trouve 
beaucoup d 'applications therapeutiques; leur int6ret se trouve dans leurs 
complexes macromoleculaires et en particulier dans leurs utilisations dans les 
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liposomes utilises comme systemes de livraisons pour d'autres agents 
th6rapeutiques; 

4) les complexes macromoleculaires: 

les plus typiques sont les complexes des acides nucleiques et les proteines, 
ou les proteines et les glucides; 

un virus est un complexe macromoleculaire compose eventuellement 
d'acides nucleiques, de proteines, de glucides et de lipides (par exemple, le 
virus de la grippe ou le virus HIV); 

on peut 6galement citer les complexes artificiels, telle qu'une couche 
lipidique enrobant un agent therapeutique, cible par des activites localisees dans 
la couche lipidique, ayant une specificite de liaison avec des composants de la 
cible vis6e. 

Les compositions pharmaceutiques impliquees dans la prSsente invention 
peuvent etre definies par: 

A - soit une ou plusieurs macromolecule(s) et/ou un ou plusieurs 
complexe(s) macromoleculaire(s), maintenus dans un ou plusieurs vehicule(s) 
pharmaceutiquement acceptable(s), 

B - soit une ou plusieurs macromolecule(s), et un ou plusieurs complexe(s) 
macromoleculaire(s), maintenus separement par rapport a un ou plusieurs 
vehicule(s) pharmaceutiquement acceptable(s), la (les) macromolecule(s), le (les) 
complexe(s) macromol6culaire(s) et le (les) vehicules pharmaceutiquement 
acceptable(s) 6tant destin6s k etre rassembles en vue de l'administration a un 
patient, 

C - soit au moins deux elements, maintenus separement les uns par rapport 
aux autres, et comportant chacun une ou plusieurs macromolecule(s) et/ou un ou 
plusieurs complexe(s) macromoleculaire(s), Tun au moins de ces elements etant 
en presence d*un vehicule pharmaceutiquement acceptable contenant de Teau 
lourde, ces differents elements 6tant destines a etre rassembles en vue de 
T administration a un patient, 

D - soit au moins deux des compositions pharmaceutiques selon Tune des 
variantes A, B, ou C, maintenues separement Tune par rapport i l'autre et 
destinees a etre rassemblees en vue de Tadministration a un patient. 

A titre d 1 exemple, une composition correspondant au rassemblement en 
vue de T administration a un patient des variantes selon B et C comprend les 
caractetristiques suivantes: 

- d'une part une ou plusieurs macromo!6cule(s) et/ou un ou plusieurs 
complexe(s) macromoleculaire(s) sont maintenus separement par rapport a un ou 
plusieurs v6hicule(s) pharmaceutiquement acceptable(s), et d'autre part au moins 



WO 94/21298 



8 



PCT/FR94/00296 



deux elements sont maintenus separement les uns par rapport aux autres, et 
component chacun une ou plusieurs macromolecule(s) et/ou un ou plusieurs 
complexe(s) macromoleculaire(s), I'un au moins de ces Elements etant en 
presence d'un vehicule pharmaceutiquement acceptable contenant de 1'eau 
lourde, la (les) macromolecule(s), le (les) complexe(s) macromoleculaire(s), le 
(les) vehicule(s) pharmaceutiquement acceptable(s) et les susdits elements etant 
destines a etre rassembles en vue de 1' administration a un patient. 

Les macromolecules et/ou les complexes macromoleculaires peuvent etre 
conserves ou non avec le vehicule pharmaceutiquement acceptable contenant de 
l'eau lourde. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, les compositions 
sont telles que les macromolecules ou les complexes macromoleculaires sont soit 
en suspension, soit en solution, soit en emulsion dans le vehicule 
pharmaceutique. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 1* invention, les 
compositions sont telles que la ou les macromolecule(s) et/ou le ou les 
complexe(s) macromoleculaire(s) et le vehicule pharmaceutiquement acceptable 
sont maintenus separement et sont destines k etre rassembles en vue de 
1' administration a un patient. 

A titre d'exemple, les macromolecules et/ou les complexes 
macromoleculaires peuvent etre lyophilises et melanges avec le vehicule 
pharmaceutiquement acceptable peu de temps avant 1' administration a un 
patient, ou au moment de cette administration. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, dans les compositions de 
Tinvention le volume du vehicule pharmaceutique varie d'environ 0,1 ml a 
environ 20 ml, notamment d'environ 0,1 ml a environ 5 ml, et la quantite de 
macromolecule ou de complexe macromol6culaire varie d'environ ljig a environ 
3g. 

Selon un mode de realisation avantageux pour une dose unitaire, la 
quantite de macromolecule ou de complexe macromoleculaire est d'environ 
10/xg pour un volume d'environ 1 ml de v6hicule pharmaceutique. 

Selon encore un autre mode de realisation, dans les compositions de 
Tinvention, le vehicule pharmaceutique est un melange H2O-D2O et le rapport 
en poids entre D2O et H2O varie d'environ 10% a environ 100%, 
avantageusement d'environ 40% a environ 95%, et de preference d'environ 
80% a environ 95%. 

En general, les melanges D2O/H2O, contenant des concentrations elevees 
en D2O (90-100%), donnent une stabilisation equivalente a une reduction de 
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temperature ambiante d'un facteur de 4-5 °C (c'est a dire dans 95% de D2O a 
25 °C - par exemple - une macromolecule subit un effet de degradation qui 
equivaut a celui observe normalement dans H2O a 20°C). 

De plus, les concentrations 61evees en D2O offrent une protection 
importante contre les suites de la contamination microbienne. Peu de microbes 
tolerent les concentrations de D2O depassant les 70%. Ainsi l'eau lourde est 
effectivement un milieu auto-sterilisant (a noter, que certaines microbes, 
generalement non-pathogeniques, peuvent etre adaptes a la vie en milieu D2O). 

Les compositions de 1' invention sont non toxiques. En effet, il est connu 
que D2O a une concentration inferieure a 10% de l'eau corporelle n'a pas 
d'effet toxique significatif. (Voir A. Barbour, H.G., (1937), Yale J. Biol. Med. 
9, 551 - B: Barbour, H.G., (1938), Am. J. Cancer, 32, 440- C: Barbour, H.G. 
(1938), J. Pharm. Exp. Therap., 62, 158 - D: Barbour, H.G., (1936), J. 
Pharm. Exp. Rherap., 58, 460). 

Les agents pharmaceutiques susceptibles de beneficier de ces effets 
stabilisateurs sont souvent chers et contenus dans des petits volumes (vaccin 
oral, par exemple 0,15 ml); ainsi le prix relativement 61ev6 de D2O a moins 
d'importance. 

Comme D2O et H2O sont entierement miscibles, et comme les atomes 
d'hydrogene ( l U et 2 H) labiles s'echangent rapidement, on peut constater qu' 
une dose de D2O contenant un agent protecteur ou th6rapeutique sera 
rapidement dispersee dans la masse d'eau corporelle. Avec une abondance 
naturelle de 0,0156% des atomes d'hydrogene, la masse de deuterium dans une 
personne de poids de 75kg sera d'environ lg, equivalent a lOg d'eau lourde. 
L'administration des petits doses (par exemple: 0,1 a 5,0 ml) ne depassera pas 
la quantity d'eau lourde d6ja presente dan le corps d'un adulte. Meme les doses 
tres elevees (10 ml a 50 ml) ne contribuent pas a un niveau de deuterium 
(environ 0,1%) approchant les concentrations toxiques (soit 10% - 20%) ou 
mortelles ( 25% et plus). 

L'eau lourde ne s'accumule pas dans l'organisme et elle est rejetee dans 
l'urine, la transpiration et la respiration, au meme titre que l'eau. 

En resume, les experiences et les observations discutees demontrent qu'il 
y a un effet stabilisateur pour les macromolecules et leurs complexes, d'environ 
5°C, associ6 a l'eau lourde. Malgre les changements de temperature 
relativement faibles et qui sont de Tordre de 2°C a 5°C, les effets cooperatifs 
mentionnes au-dessus peuvent contribuer a une augmentation importante de 
stabilite, Les macromolecules et meme les organismes vivants (certains 
microbes, gen6ralement non-pathogeniques, pouvant etre adapt6s a la vie en 
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milieu D2O) ont montre une resistance aux temperatures normalement associ6es 
(en milieu H2O) a la denaturation thermale. Certains complexes ont montre une 
resistance reversible a la desagregation induite par les solutions de faible force 
ionique (en H2O, par exemple inferieure a KC1 lmM). 

Dans les compositions de l 1 invention, le vehicule pharmaceutique peut 
contenir un adjuvant de stabilisation, avantageusement MgCl2, de la 
carboxymethyl cellulose, du polyethylene glycol, des molecules glucidiques, tels 
que glycerol, glucose, sucrose, (et autres sucres C6), les sucres pentoses et leurs 
polymeres (les amidons par exemple), ces molecules glucidiques pouvant etre 
complexees avec le polyethylene glycol, le polyethylene glycol pr6sentant 
avantageusement un poids moleculaire d'environ 500 a environ 5000 daltons, et 
notamment d'environ 1000 a environ 5000 daltons. 

En application clinique, D2O (et ses melanges) peut egalement etre utilise 
avec les regulateurs de tonicit6, de pH, de viscosite et d'autres agents 
stabilisateurs tels que ceux indiques ci-dessus. 

Dans les compositions de 1' invention, le rapport en poids entre T adjuvant 
de stabilisation et le vehicule pharmaceutique est tel que le v6hicule 
pharmaceutique ne presente pas une viscosite superieure a environ 
0,2 Pascal-secondes (20 centipoises). 

Dans les compositions de I" invention le rapport en poids entre l f adjuvant 
de stabilisation et le vehicule pharmaceutique est inferieur a environ 30%, et est 
avantageusement d'environ 1% a environ 30%, et de preference encore 
d'environ 10% a environ 30%. 

Dans les compositions de 1' invention les complexes macromoleculaires et 
les macromotecules sont ceux utilises: 

- dans des compositions vaccinantes, telles que celles contre la 
poliomyelite, contre la rougeole, contre l'hepatite, notamment l'hdpatite B ou C, 
contre la grippe, contre le virus du syndrome immuno deficitaire acquis (virus 
du SID A egalement designe par HIV = human immunodeficiency virus), contre 
la diphterie, contre le t£tanos, contre la coqueluche ou contre une combinaison 
d'au moins deux des susdites pathologies, (par exemple le vaccin contre la 
diphterie, le tetanos et la poliomyelite [DTP], ou le vaccin contre la diphterie, le 
tetanos, la poliomyelite et la coqueluche, commercialise sous la marque 
TETRACOQ, 

- en tant qu' agent de diagnostic, notamment pour le diagnostic de la 
rougeole, de la meningite ou de HTV ou, 

- en tant qu' agent therapeutique, tels que des acides nucleiques ou des 
ribozymes. 
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L' invention concerne egalement un precede de preparation d'une 
composition pharmaceutique de 1* invention, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

- soit la dilution a 1'aide de D2O en quantite appropriee, de la susdite 
composition pharmaceutique se presentant sous forme de solution aqueuse, 
prealablement concentree, par exemple a raison de 20 mg/ml, 

- et/ou la dialyse, contre D2O en quantite appropriee, de la susdite 
composition pharmaceutique se presentant sous forme de solution aqueuse, 

- soit la resuspension de la susdite composition pharmaceutique, se 
presentant sous forme de solide, a l'aide de D2O, en quantite suffisante pour 
obtenir la concentration appropriee de la composition pharmaceutique. 

On utilise avantageusement la dialyse dans le cas ou la composition 
pharmaceutique contient une substance active fragile, resistant mal aux autres 
traitements physiques. 

L 1 invention conceme egalement un procede de fabrication d'une 
preparation stabilisee d'origine virale, contenant des complexes 
macromoleculaires, caracterisd en ce que lesdits complexes macromoleculaires 
sont mis en solution, suspension ou emulsion dans un milieu contenant de l'eau 
lourde. 

Par preparation d'origine virale, on entend notamment 

- les virus complets, inactives ou attenuSs, 

- les proteines glycoproteins virales, qu'elles soient de surface ou internes 
et qu'elles soient obtenues a partir de virus ou par recombinaison genetique 
connue, par exemple la proteine de surface du virus de 1 'hepatite B, 

- les vecteurs viraux, tels que les adenovirus, les poxvirus comme le 
canary pox, ou le virus de la vaccine exprimant les proteines d'origine virale ou 
bacterienne (voir par exemple le brevet europeen: EP 083 286), 

- les acides nucleiques (ARN ou ADN) encapsulds ou non, connus par 
exemple sous le nom de "naked DNA" par la demande de brevet europeen 
EP 465 529 (WO 90/11092), ou le brevet americain USP 4 394 448, qui decrit 
T encapsulation de l'ADN ou de fragments d'ADN dans des vesicules lipidiques. 

ft L'invention concerne 6galement un procede de stabilisation d'une 

preparation vaccinante d'origine virale, notamment d'une suspension virale, 
caracterise en ce qu'il comprend une etape d' incorporation d'eau lourde: 

- soit au virus ou aux cellules a infecter, avant la mise en contact entre les 
cellules a infecter et le virus, 

- soit dans le milieu de culture des cellules infectees par le virus, 
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- soit dans la preparation vaccinante obtenue a Tissue de Tetape 
precedente. 

L'eau lourde peut etre ajoutee a n'importe quelle etape irnpliquee dans le 
precede de preparation de la suspension virale, de preference apres la 
f recuperation des particules virales, a Tissue de Tetape de culture des cellules 

infectees par le virus. 

Dans le cas d'un vaccin prepare sous forme lyophilisee, Teau lourde peut 
etre utilisde pour la preparation de la suspension virale, avant la lyophilisation 
et/ou pour la rehydratation du susdit vaccin lyophilise. On utilise de preference 
Teau lourde au stade de la rehydratation. 

Les vaccins auxquels s'appliquent avantageusement T invention sont les 
suivants: grippe, varicelle, rougeole, oreillons, rubeole, dengue, HIV, herpes. 

Les exemples cites ci-dessous ont purement une valeur illustratrice, et ne 
doivent pas etre interpr6tes comme limitant la portee de cette invention. 

lis demontrent: 

1:- la thermostabilisation d'un vaccin important; 

2:- la stabilisation d'un complexe macromoleculaire modele, illustrant la 
r6versibilite des effets de thermostabilisation dus a D2O est ses effets isotopes 
associes. 

Ces exemples peuvent etre appliqu6s aux cas suivants: 
a un ribozyme, 

au vaccin recombinant contre T hepatite B et C, 

au vaccin contre la grippe, 

au vaccin contre la rougeole, 

au vaccin DTP (diphterie, tetanos, poliomydlite), 

au vaccin contre le tetanos, 

au kit pour le diagnostic d'HIV. 

II convient de noter que dans ce qui precede et ce qui suit, Tensemble des 
documents de la litterature cites est incorpore par reference. 

Descriptions des figures; 

La figure 1 represente la thermostabilite, a 37 °C, d'une composition 
pharmaceutique selon T invention. 

L'axe des abscisses correspond au temps (exprime en jours) et Taxe des 
ordonnes correspond au logarithme de la concentration des particules virales 
(exprime en unite DICCso/ml, DICC50 6tant la dose infectieuse cytotoxique 
dans la cellule). 
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La courbe represent6e par des losanges correspond a une composition 
pharmaceutique en solution aqueuse; la courbe representee par des carres 
correspond a une composition pharmaceutique en solution aqueuse, contenant 
MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant; la courbe representee par des 
triangles correspond a une composition pharmaceutique de 1' invention, 
solubilisee dans de l'eau lourde a 95%; la courbe representee par des croix 
correspond a une composition pharmaceutique de l'invention, solubilisee dans 
D2O et contenant MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant. 

La figure 2 represente la thermostability a 42°C d'une composition 
pharmaceutique selon T invention. 

L'axe des abscisses correspond au temps (exprime en jours) et l'axe des 
ordonnes correspond au logarithme de la concentration des particules virales 
(exprimS en unite DICC5()/ml). 

La courbe representee par des losanges correspond a une composition 
pharmaceutique en solution aqueuse; la courbe representee par des carres 
correspond a une composition pharmaceutique en solution aqueuse, contenant 
MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant; la courbe represent6e par des 
triangles correspond a une composition pharmaceutique de r invention, 
solubilisee dans de Teau lourde a 95%; la courbe representee par des croix 
correspond a une composition pharmaceutique de T invention, solubilisee dans 
D2O et contenant MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant. 

La figure 3 represente la thermostability a 45 °C d'une composition 
pharmaceutique selon T invention. 

L'axe des abscisses correspond au temps (exprime en jours) et l'axe des 
ordonnes correspond au logarithme de la concentration des particules virales 
(exprime en unite DICC50/111I). 

La courbe representee par des losanges correspond a une composition 
pharmaceutique en solution aqueuse; la courbe representee par des carres 
correspond a une composition pharmaceutique en solution aqueuse, contenant 
MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant; la courbe representee par des 
triangles correspond a une composition pharmaceutique de l'invention, 
solubilisee dans de Teau lourde & 95%; la courbe representee par des croix 
correspond a une composition pharmaceutique de l'invention, solubilisee dans 
D2O et contenant MgCl2 (a raison de 1M) comme adjuvant. 
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La figure 4 represente l'inactivation thermale du poliovirus Sabin de type 
3. La concentration initiale du virus est fixee a 5 x 10 6 DICCsq/SO/xL (DICC50 
= dose infectieuse cytotoxique dans la cellule). 

Des suspensions du virus de Sabin de type 3 de titres egaux (5 x 10 6 
DICC5o/50/zl) sont prepares dans les milieux suivants: 

a) Dulbecco-MEM dans l'eau normale (correspondant a T abbreviation 
"milieu H" sur la figure); 

b) Dulbecco-MEM dans D2O de concentration finale 87% (correspondant 
a l'abbreviation "milieu D M sur la figure); 

c) MgCl2 1M dans H2O, Tris tamponne a pH 7.2 (correspondant a 
l'abbreviation "milieu H-Mg" sur la figure); et 

d) MgCl2 1M dans D2O de concentration finale 87%, Tris tamponne a pH 
7.2 (correspondant a l'abbreviation "milieu D-Mg" sur la figure). 

Apres 3 jours d' incubation (partie A de la figure 4) et apres 7 jours 
d'incubation (partie B de la figure 4) a 4°C, 37°C, 42°C et 45°C, le type du 
virus est determine. Les resultats sont exprimes comme difference de log de 
DICC5Q/50fil entre le titre initial du virus maintenu a -30°C et le titre de chaque 
echantillon. La moyenne et l'erreur standard sont indiques pour chaque resultat. 

La figure 5 represente l'inactivation thermale du poliovirus Sabin de type 

1 en presence de D2O et/ou MgCl2 (voir details figure 4). La partie A de la 
figure 5 correspond a 3 jours d ! incubation, et la partie B de la figure 5 
correspond a 7 jours d'incubation. 

La figure 6 represente l'inactivation thermale du poliovirus Sabin de type 

2 en presence de D2O et/ou MgCl2 (voir details Figure 4). La partie A de la 
figure 6 correspond a 3 jours d'incubation, et la partie B de la figure 6 
correspond a 7 jours d'incubation. 

La figure 7 represente la stabilisation du poliovirus Sabin de type 3, avec 
diverses concentrations d'eau lourde et de MgC12. 
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On reunit les memes conditions experimentales que celles decrites dans la 
figure 4, sauf pour la concentration de D2O (partie A de la figure 7) ou MgCl2 
(partie B de la figure 7). 

Les resultats sont exprimes comme difference entre le titre initial de la 
suspension virale conservee a -30°C (log de DICC5o/50/xl) et le titre de chacun 
des echantillons apres 3 jours d'incubation a 45°C. Le titre initial du virus est 
de 5x106 DICC 5 o/50/il. 

La figure 8 repr6sente la presence ou 1' absence de sedimentation de PNN 
(noyau de nucleosome), selon la force ionique de l'eau, et selon la presence ou 
non d'eau lourde. 

La sedimentation des PNN a ete faite a pH 7,75 (en milieu de D2O, pH 
8,15 selon l'electrode de verre) 0,2mM EDTA, a une force ionique selon le 
Tableau 1 ci-apres. Toutes les sedimentations sont faites dans le MSE 
CENTRISCAN, ultracentrifiigeuse analytique, dans le rotor comportant 6 
cellules de mesure a 50.000 t/mn. Les parties A a C correspondent a un 
intervalle de mesure de 6 minutes, les parties D a G correspondent a un 
intervalle de mesure de 8 minutes, longueur d'onde: 254nm; concentration des 
echantillons: 0,5 & 1,0 mg/ml. 

L'axe des abscisses correspond au rayon de la mesure et l'axe des 
ordonnSs k la concentration en ADN. Cette figure demontre que 1'eau lourde 
consolide les particules de PNN autant que la force ionique. 

EXEMPLE 1- 

Thermostabilisation du poliovirus avec Veau lourde 

L'immunogenicitS des virus attenues dans le vaccin de Sabin contre la 
polio, d6pend de leur degre infectieux au moment de T administration. Les 
niveaux de prises du vaccin oral contre la polio (OPV) sont li6s a la dose de 
chacune des trois souches virales 1, 2 et 3, constituant le vaccin. Une 
explication pour les niveaux de prises assez bas dans certains pays du tiers 
monde, peut etre les ruptures dans la chaine du froid avant V administration du 
vaccin. La souche 3 du vaccin de Sabin est tres critique, a cause de son 
immunogenicite et de sa thermostabilite qui sont relativement mediocres. 

L' Organisation Mondiale de la Sante (OMS) demande a ce jour que TOPV 
soit stabilise par l 1 addition de MgCl2 (concentration 1 M) dans le vaccin. Loin 
d'etre la solution ideale, (perte de moins de 0,5 log d'activite apres sept jours a 
45 °C), cette methode est actuellement le meilleur compromis. 
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II est demontre ici que selon I'invention, l'eau lourde a 95% offre, meme 
sans aucun autre adjuvant, une stabilisation equivalente ou superieure a celle 
offerte par MgCl2, en suivant les procedes entierement standard (a part, bien 
sur, le fait d'utiliser l'eau lourde). 

Objectifs experimentaux 

Toutes les references a l'eau lourde (D2O), dans les exemples ci-apres, 
font reference a l'eau lourde a 95%. 

1 Determination et quantification des effets de D2O sur la stabilisation du 
vaccin de Sabin. 

2 Comparaison des effets de thermostabilisation de: (a) D2O et (b) D2O 
additionne de MgCl2. 

La souche type 3 est responsable de la plupart des problemes associes au 
vaccin de Sabin. Pour cette raison, ce virus a ete la cible des etudes 
preliminaires. 

Contexte globale de l'etude sur le vaccin de polio. 

Dans I'homme, I'immunogenicite de I'OPV est associee au caractere 
infectieux de la suspension virale. La possibility que presente l'OPV de se 
degrader dans les regions ayant des temperatures ambiantes elev6es est un 
probleme (voir ci-dessus). Pour l'OMS, le but d'eliminer la polio avant l'annee 
2000 depend en partie de Y amelioration des proc6d6s de stabilisation des vaccins 
actuels (surtout pour les pays en voie de developpement). 

Les resultats suivants montrent que la souche 3 du vaccin de Sabin, 
beneficie d'une stabilisation tres marquee dans l'eau lourde a 95% (les autres 
conditions 6tant semblables a celles utilis6es avec l'eau), sans autre agent de 
stabilisation. L'effet de D2O est legerement superieure a la meilleure des 
solutions actuelles (MgCl2, 1M) 

Methodes experimentales 

La souche Sabin 3 est choisie comme modele. La culture des virus est 
faite selon les procedes classiques. 

L'addition d'eau lourde est effectuee en resuspendant le culot de virus 
(sediment^ dans une ultracentrifugeuse selon les conditions standard) dans D2O 
(19 volumes) et un tampon PBS (tampon salin phosphate) 20 fois concentre (1 
volume). L'ultracentrifugation est sans gene significative pour les virus. Les 
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Etudes comparatives sont faites avec les milieux standard (H2O, H20/MgCl2 et 
MgCl2 + D2O). 

La concentration du virus est ajustee a approximate vement 10*0 unites/ml 
dans D2O a 95%. 

Les virus sont soumis a differentes conditions thermiques selon les 
courbes montrees ci-apres. 

Virus - titration 

Pour tous les echantillons, des dilutions en serie sont effectuees (MEM 
Eagles avec sels d'Earle, 4%SVF, 3% bicarbonate de sodium, penicilline, 
streptomycine). Une suspension de cellules Hep2C est ajoutee et l'ensemble est 
incube a 35 °C pendant 5 a 7 jours. Les plaques sont colorees avec du M noir de 
naphtalene" pour evaluer la viabilite des cellules. Les titres sont ensuite 
calcules. Chaque experience comporte des controles. 

Les resultats ci-apres concernent la mesure de la stabilite des compositions 
de 1' invention aux trois temperatures suivantes: 

37°C, 

42°C, 

45°C. 

RESULTATS, Jours a 37°C Log des unites virales, moyenne de trois 
echantillons 



Jours 


H 2 0 


MgCl2 


D 2 0 


MgCl2/D20 


0 


10 


10 


10 


10 


2 


8.6 


9.5 


9.6 


9.6 


5 


7.8 


8.1 


8.1 


8.2 


7 


6.8 


7.5 


7.7 


7.8 



RESULTATS, Jours a 42°C Log des unites virales, moyenne de trois echantillons 



Jours 


H2O 


MgCl2 


D2O 


MgCl2/D 2 0 


0 


10 


10 


10 


10 


2 


5.4 


8.8 


9.4 


9.3 


5 


3.4 


5.4 


6.0 


6.2 


7 


2.8 


5.2 


5.5 


5.4 
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RESULT ATS, Jours a 45 °C Log des unites virales, moyenne de trois echantillons 



Jours 


H2O 


MgCl 2 


D 2 0 


MgCl2/D 2 0 


0 


10 


10 


10 


10 


2 


4.6 


7.8 


8.5 


8.7 


5 


1.8 


4.8 


5.8 


6.5 


7 


0.4 


4.7 


4.7 


4.9 



EXEMPLE 2 

Stabilisation de ^architecture de la nucleosome par D2O 
Le noyau de la nucleosome (PNN) est compose de quatre paires de 
molecules proteiques, les histones H2a H2b, H3 et H4, Chaque octamere de 
proteine est entoure de 144 paires de base d'ADN, completant 1,75 tours 
superh&icale (Noll M. (1974) Nature 251, 249-251; Romberg R.D. (1974) 
Science 184, 868-871; Finch J. et al. (1977) Nature 269, 29-35). Gordon a 
etudi6 l'effet de la force ionique (en milieu H2O) sur les proprietes de 
sedimentation de la PNN (Gordon V.C. et al. (1978) Proc. Nat. Acad. Sci 
(USA). 75, 660-663). L'exemple ci-apres illustre les differences importantes 
entre les proprietes de stabilisation de l'eau ordinaire et de l'eau lourde envers 
la PNN. La PNN peut etre consideree comme une sorte de systeme module de la 
famille des complexes acide nucleique/proteine. 

Methodes experimentales 

La sedimentation des PNN preparees a partir d' Erythrocytes de poulet 
(Suau P. et al (1977) Nuc. Acids. Res. 4, 3769-3786) est etudiee avec 
l'ultracentrifugeuse analytique (MSE CENTRISCAN) dans plusieurs conditions 
de force ionique et de concentrations en eau lourde. Plusieurs echantillons en 
H2O sont apres r6-equilibres dans l'eau lourde en dialysant contre un volume 
important d f eau lourde, a diverses concentrations et compositions ioniques. 
Toutes les solutions sont tamponnees avec 0,2mM EDTA, pH 7,75 (en D2O 
ajuste a pH 8,15 selon 1' electrode de verre). La force ionique a ete apportee par 
KC1. 

Resultats 

La sedimentation des PNN est dependante de la composition ionique de 
Teau. Tres evidente est la desagregation des PNN en milieu H2O a faible 
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puissance ionique (Fig 4A). Dans l'eau lourde, cette degradation des PNN ne se 
manifeste pas (Fig 4D). Meme la dependance ionique de la valeur de 
sedimentation (en unites Svedburg - s) devient tres limitee (Voir Tableau 2 et 
Fig 4). La PNN desagregee (4A), apres dialyse contre l'eau lourde, redevient 
une particule discrete avec une sedimentation caracteristique pour une PNN. 

Dans toutes les 6tudes, les PNN ont adopte - en milieu D2O - la forme la 
plus compacte observee dans les milieux H2O (apres normalisation des valeurs 
de sedimentation pour corriger les differences de densite et de viscosite de l'eau 
lourde et de ses melanges). 

Dans les donnes complementaires, non presentees ici, il est observe que la 
stabilisation a faible force ionique est manifeste a partir d'environ 40% de D2O. 



TABLEAU 1 



Echantillon 


[KClJmM 


Solvant 


Valeur s 


rayon de la 
premiere 
mesure (voir 
indice) mm 


A 


0 


H 2 0 




63.15 


B 


5 


ti 


10.2 


63.15 


C 


25 


W 


11.2 


65.43 


D 


0 


D 2 0 


11.0* 


63.29 


E 


25 


n 


11.2* 


63.44 


F- A redialyse 


0 


11 


110* 


63.00 


G- C redialyse 


0 


11 


11.1* 


63.22 



* vaieurs corrigees selon viscosity et densite de D2O. 



Exemple 3: Stabilisation du vaccin poliovirus 

Cette stabilisation est effectuee dans les conditions decrites dans les figures 

4 a 7. 

Les rSsultats represent6s sur les figures 4 a 7 demontrent 1'effet stabilisant 
de l'eau lourde. Quand les poliovirus (Sabin type 1, 2 et 3) sont prepares selon 
les procedures industrielles (dilution d'une suspension virale primaire: fluide 
surnageant clarifie de cultures de cellules infect6es) en rempla^ant les solutions 
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d'eau par des solutions contenant D20, dont la concentration finale est 
d' environ 90%, les resultats obtenus sont plus marquants que ceux obtenus avec 
les virus remis en suspension apres la centrifugation (voir figs. 1-3). 

Exemple4: Stabilisation du vaccin poliovirus dans differentes 
solutions contenant de Teau lourde. 

V addition de D2O se fait au moment de la preparation du melange de 
trois vaccins monovalents (Sabin de type 1, type 2, type 3) prepares en solution 
aqueuse. La concentration finale en D2O est de 80%. 

L'essai porte sur les formules suivantes: 

1 . Melange albumine-MgCl2 en solution aqueuse 

2. Melange albumine-MgCl2 en solution contenant D2O 

3. Melange acides amines-MgCl2 en solution contenant D2O 

4. Melange acides amines-saccharose en solution contenant D2O 



Titre global (DICC50/dose) 


Essais 


70°C 


7ja 
37°C 


pene 
(en 
log) 


5ja 
45 °C 


pene 
(en 
log) 


7ja 
45°C 


perte 
(en 
log) 


1 

temoin 
alb. 


6,63 


5,48 


1,15 


3,47 


3,16 


3,20 


3,43 


2 alb. 
D->0 


6,57 


5,90 


0,67 


4,67 


1,90 


4,13 


2,44 


3 A. A. 
DO 


6,70 


5,95 


0,75 


4,53 


2,17 


4,10 


2,60 


4 

Sacch. 
D?0 


6,41 


5,34 


1,07 


4,04 


2,37 


3,44 


2,97 



Exemple 5: Stabilisation du vaccin varicelle 



Le virus Varicelle est un virus fragile. 

La solution stabilisante habituelle du vaccin Varicelle a ete prepar6e en 
solution aqueuse et en solution contenant de l'eau lourde (D2O), a une 
concentration de 80%. 
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Une rScolte de virus a ete diluee dans les memes proportions avec chacun 
des stabilisants et lyophilisee. Les produits lyophilises ont ete rehydrates dans 
leur solvant respectif. 





Titres (PFU/dose) 

apres rehydratation 2h a 37 °C 


H 2 0 


Perte = 0,69 log 


D 2 0 


Perte = 0,37 log 



PFU = unite conduisant a la formation de plaque. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition pharmaceutique stabilisee comprenant une ou 
plusieurs macromolecule(s) choisie(s) parmi les acides nucleiques, les lipides ou 
les glucides, et/ou un ou plusieurs complexe(s) macromoleculaire(s), 
caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs v£hicule(s) 
pharmaceutiquement acceptable(s), Tun au moins de ces vehicules contenam de 
l'eau lourde (D2O). 

2. Composition selon la revendication 1, dans laquelle les 
complexes macromoleculaires sont choisis parmi les complexes proteines- 
glucides, proteines-lipides, acides nucleiques-glucides, acides nucleiques-lipides, 
acides nucleiques-proteines, eventuellement complexes avec des glucides et/ou 
des lipides, et parmi les virus. 

3. Composition selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que les macromolecules ou les complexes 
macromoleculaires sont soit en suspension, soit en solution, soit en emulsion 
dans le vShicule pharmaceutiquement acceptable. 

4. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce 
que la ou les macromol6cule(s) et/ou le ou les complexe(s) macromol6culaire(s) 
et le vehicule pharmaceutiquement acceptable sont maintenus separement et sont 
destines a etre rassembles en vue de 1' administration. 

5. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracteris6e en ce que le volume du vehicule pharmaceutique varie d* environ 
0,1 ml a environ 20 ml, notamment d'environ 0,1 ml a environ 5 ml, et la 
quantite de macromolecule ou de complexe macromoleculaire varie d' environ 
1/xg a environ 3g. 

6. Composition selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le vehicule pharmaceutique est un melange 
H2O-D2O et en ce que le rapport en poids entre D2O et H2O varie d'environ 
10% a environ 100%, avantageusement d'environ 40% a environ 95%, et de 
prdference d'environ 80% a environ 95%. 



WO 94/21298 



23 



PCT/FR94/00296 



7. Composition selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterisee en ce que le vehicule pharmaceutique contient un 
adjuvant de stabilisation, avantageusement MgC^ de la carboxymethyl 
cellulose, du polyethylene glycol, des molecules glucidiques, tels que glycerol, 
glucose, sucrose (et autres sucres en C6), pentoses et leurs polymeres, ces 
molecules glucidiques pouvant etre complexees avec le polyethylene glycol, le 
polyethylene glycol presentant avantageusement un poids moleculaire d'environ 
500 a environ 5000 daltons, et notamment d'environ 1000 a environ 5000 
daltons. 

8. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
le rapport en poids entre T adjuvant de stabilisation et le vehicule 
pharmaceutique est tel que le vehicule pharmaceutique ne presente pas une 
viscosite superieure a environ 0,2 Pascal-secondes (20 centipoises). 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que 
le rapport en poids entre T adjuvant de stabilisation et le vehicule 
pharmaceutique est inferieur a environ 30%, et est avantageusement d'environ 
10% a environ 30%. 

10. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 
9, caracterisee en ce que les complexes macromol&ulaires et les 
macromoldcules sont ceux utilises : 

- dans des compositions vaccinantes, telles que celles contre la 
grippe, contre la poliomyelite, contre la rougeole, contre la varicelle, contre les 
oreillons, contre la rubeole, contre la dengue, contre l'hepatite, notamment 
l'hepatite B ou C, contre le virus du syndrome immuno d6ficitaire acquis (virus 
du SIDA), contre la diphterie, contre le tetanos, contre la coqueluche ou contre 
une combinaison d'au moins deux des susdites pathologies, ou 

- en tant qu'agent de diagnostic, tel que pour le diagnostic de la 
rougeole, de la meningite ou de HTV ou, 

- en tant qu'agent therapeutique, tels que des proteines, le 
facteur Vm, des anticorps polyclonaux ou monoclonaux, des hormones, des 
acides nucleiques ou des ribozymes. 

11. Proc6d6 de preparation d'une composition pharmaceutique 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracteris6 en ce qu'il 
comprend les 6tapes suivantes: 
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- soit la dilution a l'aide de D2O de la susdite 
composition pharmaceutique se presentant sous forme de solution aqueuse 
prealablement concentree, par exemple a raison de 20 mg/ml, 

- et/ou la dialyse contre D2O de la susdite composition 
pharmaceutique se presentant sous forme de solution aqueuse, 

- soit la resuspension de la susdite composition 
pharmaceutique se presentant sous forme de solide, a 1'aide de D2O en quantite 
suffisante pour obtenir la concentration appropriee de la composition 
pharmaceutique. 

12. Procede de preparation d'une composition stabilisee 
contenant des complexes macromoleculaires d'origine virale, caracterise en ce 
que lesdits complexes macromoleculaires sont mis en solution, suspension ou 
emulsion dans un milieu contenant de l'eau lourde. 

13. Procede de stabilisation d'une preparation d'origine virale, 
eventuellement vaccinante, notamment d'une suspension virale, caracterise en ce 
qu'il comprend une etape d' incorporation d'eau lourde: 

- soit au virus ou aux cellules a infecter avant la mise en contact entre les 
cellules a infecter et le virus, 

- soit dans le milieu de culture des cellules infectees par le virus, 

- soit dans la preparation vaccinante obtenue h Tissue de T6tape 
prScedente. 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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